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RESUMEN

Caupi (Vigna unguiculata) y loctao (Vigna radiata) son leguminosas de grano agroexportables en Peru que realizan
fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN) asociandose con rizobios del suelo. Para incrementar su capacidad de FBN
se emplean inoculantes formulados con rizobios seleccionados. El objetivo del presente estudio fue investigar el
numero de rizobios viables en la superficie de semillas de caupi y loctao, al tratarse con seis concentraciones de
inoculante liquido (25, 30, 35, 40, 45, 50 mL por kg de semilla) conteniendo Bradyrhizobium yuanmingense RC-
455-02. El recuento celular fue superior en semillas de caupi (Log, = 6.79) y en semillas de loctao (Log, = 5.95),
expresado como células rizobiales por semilla, empleando concentraciones de 50 y 30 mL por kg de semilla, res-
pectivamente. Se recomienda emplear 30 mL de inoculante por kg de semilla como concentracidn éptima para
obtener un nimero adecuado de rizobios y asegurar una dptima nodulacién.

Palabras clave: Inoculante liquido; Concentracidon; Rizobios por semilla; Caupi; Loctao.

ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata) and loctao (Vigna radiata) are grain legumes that are agro-exportable in Peru and that
perform biological nitrogen fixation (BNF) by associating with soil rhizobia. Inoculants formulated with selected
rhizobia are used to increase their BNF capacity. The objective of this study was to investigate the number of viable
rhizobia on the surface of cowpea and loctao seeds, when treated with six concentrations of liquid inoculant (25,
30, 35, 40, 45, 50 mL kg per seed) containing Bradyrhizobium yuanmingense RC-455-02. The cell count was higher
in cowpea seeds (Log, = 6.79) and in loctao seeds (Log, =5.95), expressed as rhizobial cells per seed, using concen-
tration of 50 and 30 mL kg per seed, respectively. A concentration of 30 mL of inoculant per kg to seed is recom-
mended as the optimal concentration to obtain an adequate number of rhizobia and ensure adequate nodulation.

Keywords: Liquid inoculant; Concentration; Rhizobia per seed; Cowpea; Loctao.
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1. INTRODUCCION

Las leguminosas de grano constituyen parte crucial de la dieta de la poblacién y juegan
roles importantes en la sustentabilidad del planeta. Estas se consideran parte de una dieta
saludable, debido a su contenido en aminodcidos esenciales, fibra y carbohidratos con baja
carga glucémica (Alianza Leguminosas para la salud, 2021). En la sostenibilidad agricola, las
leguminosas son importantes debido a su capacidad de fijar nitrdgeno y como sumideros de
fijacion de carbono, fomentando asi una agricultura de baja huella de carbono (Valdez-Nuiiez
et al. 2022; Stagnari et al. 2017). De manera complementaria, la inclusidon de leguminosas en
los ciclos agricolas, inducen cambios positivos en las comunidades microbianas involucradas
en el ciclaje de nutrientes y descomposicidn de la materia orgdnica (Yan et al. 2023).

El caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp., y el loctao, Vigna radiata R. Wilczek., son
leguminosas de grano originarias de Africa e India, respectivamente (Pratap y Gupta,
2021). En el Peru, estan naturalizadas y presentan una creciente demanda en el sector
agroexportador, con valores aproximados por 8 y 20 millones de ddlares para caupiy loctao
(2023), respectivamente (PromPeru, 2024). Este potencial agroexportador no es sostenible
en el tiempo, debido a la falta de tecnologias, tales como semilla de buena calidad, pero
sobre todo por la ausencia de paquetes tecnoldgicos y transferencia tecnoldgica para
la sustituciéon parcial de agroquimicos, tales como fertilizantes y pesticidas que originan
residuos no permisibles (Atkinson, 2023).

Como la mayoria de leguminosas, caupi y loctao se asocian simbidticamente con
bacterias del suelo denominadas rizobios (Pratap y Gupta, 2021), los cuales forman
nddulos radiculares donde se lleva a cabo el proceso de fijacién de nitrégeno. Este proceso
simbiodtico aporta los aminoacidos requeridos para la sintesis de proteinas presentes en
el grano, a cambio, la planta leguminosa brinda sacarosa para completar el proceso (Peix
et al. 2015; Masson-Boivin y Sachs, 2018). La capacidad fijadora de nitrégeno para caupi
es variable, reportandose hasta 71 kg N ha™* (Mogale et al. 2023), y para loctao, hasta 90
kg N ha* (Sharma et al. 2003). Esta efectividad es afectada por diversos factores bidticos
y abidticos, siendo uno de los mas importantes, la presencia y la cantidad de rizobios
efectivos en el suelo.

El tipo y el nUmero de rizobios presentes en un suelo constituye uno de los factores
importantes que afecta la efectividad de la fijacion de nitrégeno en las leguminosas (O'Hara
et al. 2016). Los procesos de degradacién y malas practicas agricolas, incluyendo el uso
de monocultivos, reducen las poblaciones de rizobios efectivos en los suelos (Verma et al.
2022), por ello se hace necesario la aplicacion frecuente de cepas de rizobios efectivos que
aseguren la FBN, estos insumos se denominan inoculantes.

Los inoculantes son bioinsumos que presentan una o mas bacterias benéficas selec-
cionadas por su capacidad beneficiosa con uno o varios cultivos especificos, estas se
encuentran dispuestas en un soporte organico o inorganico (Santos et al. 2019; Singh y Kumar
et al. 2024). Los inoculantes deben presentar una concentracion superior a 10° UFC mL* o
g?, para inoculantes liquidos o sdlidos, respectivamente (Santos et al. 2019), por lo menos al
momento de su empleo en la inoculacién de semillas. Si la inoculacion es exitosa, la cepa de
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rizobio podra colonizar adecuadamente la rizésfera y competir por sitios de infeccién en la
raiz leguminosa con los rizobios nativos presentes en el suelo (Deaker et al. 2016).

Uno de los factores criticos para el éxito de la inoculacion es la concentracion de bacterias
viables al momento de la inoculaciéon en relacion al tamaiio de la superficie de las semillas
inoculadas (Deaker et al. 2016). El numero de rizobios adecuado y en cantidad suficiente
aseguran la infectividad rapida de la cepa en estudio para su posterior colonizacion, sobre
todo a nivel de raiz principal. Ademas, un numero elevado de células viables por semilla,
incrementa la oportunidad de infeccion y posterior formacidn de nddulos activos, desde las
primeras horas reduciendo la bacterivoria, por organismos como Bdellovibrio y Lysobacter,
protozoarios, entre otros (Martins et al. 2022). Este estudio, es importante debido a la
relevancia, de emplear insumos bioldgicos (inoculantes), y sobre todo relacionado al
control de calidad de inoculantes, por ello, el objetivo del presente estudio fue investigar
la concentracién de rizobios viables en semillas de caupi y loctao al ser inoculadas con seis
concentraciones (25, 30, 35, 40, 45 y 50 mL por kg de semilla) de un inoculante liquido a base
de Bradyrhizobium yuanmingense Rc-455-02.

2. METODOLOGIA

Material biologico empleado:

Para este experimento fue empleada la cepa Bradyrhizobium yuanmingense Rc-455-02 (UNAB
000086), cepa altamente efectiva en la fijacidon simbidtica de nitrégeno con V. unguiculata
y seleccionada por Valdez et al. (2016). Se emplearon las variedades certificadas de vaina
blanca (CAR-9) para caupi y la variedad T50 para loctao, ambas de la empresa Granos y
Legumbres (Peru). La cepa en estudio fue obtenida de la Coleccién de Microorganismos
Benéficos para la Agricultura y Pecuaria (COLMiBaP-UNAB) en crioviales con glicerol al 20%
a -80°C, asi como en la Coleccién Local de Leguminosas del Laboratorio de Investigacion en
Biotecnologia-UNAB, a 4°C.

Reactivacion de la cepa:

La cepa Rc-455-02, fue reactivada a partir de un criovial conservado a -80°C mediante estria
sucesiva en una placa conteniendo agar Extracto de Levadura manitol (YEM) e incubada
a 28° C hasta la aparicion de colonias separadas y homogéneas. Las colonias fueron
homogéneamente perladas de aspecto brillante y consistencia correosa a los 7 dias de
incubacion.

Preparacion de indculo:

Dos a tres colonias del cultivo puro reactivado fueron sembradas en 20 mL de caldo Extracto
de Levadura Manitol (YEM) estéril (g L), Manitol, 5.0; K,HPO,, 0.5; MgSO,.7H,0, 0.2; NaCl,
0.1; Extracto de levadura, 0.4. pH 6.8 +/-0.2. contenido en un matraz de 50 mL, e incubados
a 150 rpm por 5 dias hasta obtener una D.O , , _aproximada de 1.0. La poblacion celular
viable del indculo en estudio fue determinada mediante la técnica de recuento en placa
empleando el método en superficie inoculadas con las cuatro ultimas diluciones decimales
realizadas al inéculo en estudio (10°-10°).
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Determinacion del numero de rizobios viables por semilla bajo diferentes
concentraciones:

Se determind el nimero de rizobios viables presentes en la superficie de una semilla
siguiendo la metodologia sugerida por Ferreira et al. (2024). Las semillas de caupi y de
loctao fueron inoculadas con 6 concentraciones crecientes de inoculante formulado con
B. yuanmingense Rc-455-02 (25, 30, 35, 40, 45 y 50 mL por kg de semilla). Se realizaron
unidades experimentales conteniendo 10 gramos de semilla. Cada concentracion presenté
cuatro grupos de semillas (repeticiones) conteniendo 5 semillas por tratamiento. Finalizada
lainoculacion de las semillas con las respectivas concentraciones, las semillas fueron vertidas
y oreadas en una placa de Petri estéril. Para el proceso de recuento celular, las 5 semillas
fueron trasladadas a un tubo tapa rosca (25 x 130 mm) conteniendo 5 mL de solucién salina
fisiologica estéril, y luego agitados mediante vortex por 5 minutos. Se procedié a realizar
las diluciones decimales a razén de 1:10 mL. Empleando el método de recuento de gota en
placa, 30 uL de la cuatro ultimas diluciones, 103, 104, 10° y 10°¢, fueron empleadas para
caupi, y 102,103, 10*y 107, para loctao., fueron sembradas en cuatro cuadrantes de placas
de Petri conteniendo Agar YEM suplementado con 25 pg de rojo de Congo mL?. Las placas
fueron incubadas a 30°C por 5 dias. El experimento fue realizado por triplicado.

Analisis de datos:

Los datos de recuento celular fueron expresados en base de logaritmo decimal (Log10),
y se analizd la normalidad y homocedasticidad de los datos. Empleando un analisis de
varianza empleando el estadistico de Tukey al 95%, se procedié a determinar las diferencias
estadisticas entre concentraciones de inoculante y si existe diferencia entre semillas de
ambas especies de leguminosas, también fue calculado el nivel de correlacion entre las
variables concentracién de inoculante frente a nimero de rizobios viables por semilla. Se
empled el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et al. 2010).

3. RESULTADOS

El niUmero de células viables alcanzé valores promedio en el rango de 1.03 a 1.20 x 10° (9.01-
9.08) UFC por mL de inoculante liquido. La concentracién de rizobios por semilla fue variable
y significativo en cada una de las especies, siendo superior en semillas de caupi e inferior
en semillas de loctao. Asi mismo, la concentracién de rizobios por semilla, aunque no fue
significativa en semillas inoculadas con concentraciones bajas, si lo fue en concentraciones
altas, para ambos tipos de semillas.

El nimero de células de B. yuanmingense viables sobre semillas de caupi variedad CAR-9,
estuvo en el rango de 6.08 a 6.79, y fue estadisticamente superior solo en la concentracion
de 50 mL de inoculante por kg de semilla alcanzando una poblaciéon promedio de 6.79 (6.67
x 10° UFC semilla), por otro lado, en semillas de loctao variedad T-50, el nimero de células
de B. yuanmingense Rc-455-02 fue similar y estuvo en el rango de 5.49 a 5.85, sin diferencia
significativa en todas las concentraciones empleadas (Tabla 01).
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Tabla 01
Numero de rizobios viables sobre la superficie de semillas de caupi' y loctao inoculada con seis
concentraciones de inoculante liquido de B. yuanmingense Rc-455-02

Concentracion de inoculante Caupi Loctao
mL kg de semilla Células semilla™ (Log, )
25 6.09 (+ 0.04) C? 5.49 (+ 0.03) C°
30 6.18 (+ 0.02) C* 5.95 (£ 0.01) A®
35 6.08 (+ 0.02) C* 5.62 (+ 0.03) BC*
40 6.31 (£ 0.02) BC® 5.58 (+ 0.06) BC*
45 6.46 (+ 0.00) B® 5.56 (+ 0.13) BC®
50 6.79 (+ 0.12) A 5.85 (+ 0.01) ABP
CV (%) 1.51 1.87
4. DISCUSION

Conocer el numero de rizobios por semilla es un factor crucial para el desempefio simbidtico.
En nuestro estudio, se observaron diferencias numéricas, de hasta un logaritmo, entre las
poblaciones de rizobios presentes sobre la superficie de semillas de Vigna unguiculata y
Vigna radiata. da Silva et al. (2018) reportaron 1.2 millones de rizobios viables por semillas
de caupi, como valor referencial, valores similares (Log 6.2) también fueron reportados por
Monisha et al. (2023) en semillas de Vigna mungo. Estos datos son similares a los obtenidos
en el presente estudio. Bradyrhizobium yuanmingense, se ha reportado como el principal
rizobio asociado de manera efectiva con caupi (do Nascimento et al. 2021; Leite et al. 2018;
Valdez et al. 2016), y aunque son varios los factores, que podrian incrementar su interaccion
con las semillas, se destacan que la produccion de exopolisacaridos por Bradyrhizobium,
incrementaria su capacidad de adhesién y supervivencia sobre la superficie de la semilla, tal
como lo reportd Palhares et al. (2022).

Se observo una correlacion entre la concentracidon de inoculante empleada y el nimero
de rizobios por semilla, siendo positiva para el caso de Vigna unguiculata (r*=0.90), pero
una correlacion positiva débil para Vigna radiata (r*=0.17). Esta diferencia podria deberse
al tamafio entre semillas, para el caso de Vigna radiata, podemos deducir que la superficie
de la semilla de caupi es mayor en superficie que la semilla de loctao, siendo cubierta en su
totalidad, observandose una distribucién homogénea en las concentraciones crecientes y
sin diferencias estadisticas, alcanzando su maximo en la concentracion de 30 mL por kg de
semilla. Para las semillas de Vigna unguiculata, las concentraciones de 25 y 45 mL por kg de
semilla, fueron estadisticamente similares, por lo que se recomendaria la concentracion de
30 mL kg de semilla.

5. CONCLUSIONES

La concentracién recomendada en ambas leguminosas para la aplicacion de inoculante
con formulacién liquida, no deberd superar los 30 mL por kg de semilla, asegurando una
poblacidn bacteriana viable para una adecuada infeccidn radicular y formacion de nddulos
en raiz principal. Se recomienda evaluar la supervivencia de B. yuanmingense bajo diferentes
tiempos, asi como los parametros simbioticos. Estos datos seran importantes para poder
formular adecuadamente los inoculantes a ser empleados bajo condiciones de campo.
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